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Salah satu resiko pada kegiatan budidaya yaitu serangan pada ikan maupun 
udang akibat ketidakseimbangan interaksi antara lingkungan, organisme dan 
patogen. Bakteri, parasit, jamur maupun virus diduga merupakan faktor penyebab 
munculnya penyakit. Salah satu contoh bakteri yang didapati sering menyerang 
organisme budidaya baik ikan, kerang ataupun udang adalah V. parahaemolyticus. 
Bakteri tersebut menyebabkan penurunan nafsu makan, kerusakan pada anggota 
tubuh bahkan kematian masal. Upaya yang dapat dilakukan adalah dengan 
pemberian antibiotik yang dapat berupa bahan alami seperti ekstrak daun nangka 
(A. heterophyllus). Hal tersebut karena kandungan sifat antibakterinya seperti 
alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin yang diyakini mampu menjadi mengatasi 
permasalahan ini.  
Penelitian dilakukan di Unit Pelaksana Teknis (UPT) Laboratorium 
Kesehatan Ikan dan Lingkungan, Umbulan, Kabupaten Pasuruan. Waktu 
pelaksanaan dilakukan pada tanggal 22 Maret 2021. Tujuan penelitian ini adalah 
untuk mengetahui pengaruh ekstrak kasar daun nangka (A. heterophyllus) 
terhadap bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro. 
Metode penelitian yang digunakan yaitu metode eksperimen. Rancangan 
penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) menggunakan 
5 perlakuan dan 3 ulangan. Dosis perlakuan ekstrak daun nangka yaitu A (25 
ppm), B (50 ppm), C (75 ppm), D (100 ppm) dan E (125 ppm). Suhu inkubasi yang 
digunakan pada saat penelitian yaitu sebesar 34-35ºC. Hasil ini ditunjukkan 
adanya zona bening di sekitar kertas cakram akibat dosis perlakuan. Diameter 
zona bening tertinggi didapatkan pada perlakuan E (125 ppm) dengan rerata zona 
hambat 9,69 ± 0,14 mm dan terendah didapatkan pada perlakuan A (25 ppm) 
dengan rerata zona hambat 7,96 ± 0,54. Hubungan antara dosis ekstrak daun 
nangka dengan ukuran diameter zona hambat menghasilkan kurva linier dengan 
persamaan regresi dengan nilai y = 0,0171x+7,5293 dan nilai determinasi (R2) = 
0,7877. Kurva ini menunjukkan bahwa dosis perlakuan yang diberikan mengalami 
peningkatan pada zona hambat. Uji fitokimia pada daun nangka terbukti positif 
mengandung senyawa alkaloid (meyer, dragendrof, bouchardat), flavonoid, 
saponin dan tanin. Uji biokimia pada bakteri V. parahaemolyticus menyatakan 
bahwa bakteri ini berbentuk batang, gram negatif, lysine dan ornithine 
decarboxilase, nitrat reduced dan oxidase, indol, resisten terhadap ampicilin 10 
µg, serta starch dan urea hydrolysis.  
Kesimpulan hasil penelitian bahwa ekstrak daun nangka memiliki sifat 
antibakteri terhadap bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro. Diameter zona 
hambat ekstrak daun nangka berkisar antara 7,31-9,84, hasil ini termasuk dalam 
kategori sedang. Aktifitas antibakteri ekstrak daun nangka terhadap bakteri V. 
parahaemolyticus bersifat bakteriostatik atau mampu menghambat pertumbuhan 
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The risk in aquaculture activities is the attack on fish and shrimp due to an 
imbalance of interactions between the environment, organisms and pathogens. 
Bacteria, parasites, fungi and viruses are thought to be factors that cause disease. 
One example of bacteria found to frequently attack aquaculture organisms such as 
fish, shellfish or shrimp is V. parahaemolyticus. These bacteria cause decreased 
appetite, damage to limbs and even mass death. Efforts that can be made are by 
giving antibiotics which can be in the form of natural ingredients such as jackfruit 
leaf extract (A. heterophyllus). This is because it contains antibacterial properties 
such as alkaloids, flavonoids, saponins, and tannins which are believed to be able 
to overcome this problem. 
This research was conducted at the Technical Implementation Unit (UPT) 
of the Fish and Environmental Health Laboratory, Umbulan, Pasuruan Regency. 
The implementation time was carried out on March 22, 2021. The purpose of this 
study was to determine the effect of coarse extract of jackfruit (A. heterophyllus) 
leaves on V. parahaemolyticus bacteria in vitro. 
This research used by experimental method and Completely Randomized 
Design (CRD) using 5 treatments and 3 replications. The treatment doses of 
coarse extract jackfruit leaves were A (25 ppm), B (50 ppm), C (75 ppm), D (100 
ppm) and E (125 ppm). The incubation temperature used at the time of the study 
was 34-35ºC. These results indicated the presence of a clear zone around the 
paper disc due to the treatment dose. The highest clear zone diameter was found 
in treatment E (125 ppm) with an average inhibition zone of 9.69 ± 0.14 mm and 
the lowest was obtained in treatment A (25 ppm) with an average inhibition zone 
of 7.96 ± 0.54 mm. The relationship between the dose of jackfruit leaf extract and 
the diameter of the inhibition zone resulted in a linear curve with a regression 
equation with a value of y = 0.0171x+7.5293 and a determination value (R2) = 
0.7877. This curve shows that the treatment dose given has increased in the 
inhibition zone. Phytochemical tests proved positive to contain alkaloid (meyer, 
dragendrof, bouchardat), flavonoids, saponins and tannins. Biochemical tests on 
bacteria indicated that this bacterium was rod-shaped, gram-negative, lysine and 
ornithine decarboxylase, nitrate reduced and oxidase, indole, resistant to ampicillin 
10 µg, as well as starch and urea hydrolysis. 
The conclusion of the research is that jackfruit leaves extract has 
antibacterial properties against V. parahaemolyticus bacteria in vitro. The diameter 
of the inhibition zone of jackfruit leaves extract ranged from 7.31-9.84, this result 
was included in the medium category. The antibacterial activity of jackfruit leaf 
extract against V. parahaemolyticus bacteria is bacteriostatic or able to inhibit the 
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BAB I. PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
 Penyakit pada organisme yang dibudidayakan dapat diartikan dengan 
kondisi yang abnormal baik pada ikan maupun udang secara bertahap maupun 
secara langsung dan biasanya diakibatkan karena ketidakserasian antara 
lingkungan, patogen dan organisme penyebab penyakit atau inang (Sarjito, at al., 
2015). Hal ini didukung oleh pernyataan Kurniawan (2012), bahwa penyakit yang 
dikarenakan faktor fisika kimia lingkungan, pakan, dan metabolisme dikenal 
dengan istilah non infectious disease sedangkan istilah infectious disease 
diberikan terhadap penyakit yang disebabkan karena beberapa jenis patogen 
seperti, virus, parasit, jamur maupun bakteri. 
Rahmanto, et al. (2014), menjelaskan bahwasanya penyakit infeksi dapat 
disebabkan oleh beberapa jenis bakteri yaitu: Aeromonas sp., Salmonella sp., 
Alteromonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium. Rahayu, et al., (2019), juga 
Vibrio sp atau biasa disebut penyakit vibriosis merupakan penyakit bakterial yang 
menyerang udang yang disebabkan oleh V. alginolyticus, V. damsela, V. 
penaeicida, V. vulnificus dan V. parahaemolyticus yang menjadi salah satu 
penyakit yang sangat berbahaya. 
V. parahaemolyticus merupakan bakteri halophilic gram negatif dan  secara 
alami terdapat di laut dan dapat menginfeksi kepiting bakau (Scylla serrata), udang 
windu (Penaeus monodon), kelas bivalvia (Apriliani, et al., 2016) dan ikan kerapu 
bebek (Cromileptes altivelis) yang memiliki ciri pergerakan yang lamban, terdapat 
luka, nafsu makan menurun dan perubahan warna tubuh menjadi pucat serta pada 
tingkat kepadatan bakteri yaitu 108 CFU/ml dapat yang dapat menyebabkan 50% 
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ikan ini terbunuh (Hurryah, et al., 2015). Feliatra, et al. (2014), juga memaparkan 
ciri-ciri udang yang terserang bakteri ini ditandai dengan karapas yang memerah, 
melanosis pada kulit, nekrosis pada ekor, kaki renang dan berwarna merah gelap. 
Hal tersebut dikuatkan oleh pernyataan dari Jannah, et al. (2018), udang yang 
diinfeksi oleh V. parahaemolyticus sebanyak 104 CFU/ml dapat membunuh 50% 
udang selama 7 hari. 
Kegiatan pencegahan dan pengobatan perlu dilakukan untuk meminimalisir 
dampak penyakit bakterial ini. Pengobatan yang biasa dilakukan yaitu melalui 
pemberian antibiotik secara terkontrol. Kusmarwati, et al. (2017), memaparkan 
bahwasanya untuk jenis antibiotik yang masih mampu melawan perkembangan 
bakteri V. parahaemolyticus adalah antibiotik dengan jenis siprofloksasin (88,89%) 
dan kloramfenikol (81,25%).  
Penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat menimbulkan permasalahan 
baru dalam kegiatan budidaya. Pawestri, et al. (2019), menjelaskan pemberian 
antibiotik secara terus menerus dapat mengakibatkan penumpukan residu secara 
berlebihan pada jaringan tubuh organisme budidaya, yang dapat menyebabkan 
beberapa bakteri akan bersifat resisten terhadap antibakteri yang diberikan, 
sehingga diperlukan alternatif senyawa lain dengan salah satunya menggunakan 
bahan alami. 
Bahan alami seperti pada penelitian yang dilakukan terhadap bakteri V. 
parahaemolyticus oleh Aziz (2019), pada ekstrak daun sisik naga (Drymoglossum 
pilosellaoides) yang di uji secara in vitro terbukti menghasilkan zona hambat 
sebesar 18,94 mm – 22,93 mm. Penelitian lain oleh Farjana, et al. (2014), terhadap 
ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis) sebesar 17 mm – 17,5 mm serta ekstrak 
daun ekaliptus (Eucalyptus kitsoniana) sekitar 24 mm (Sivaraj, et al., 2015). 
3 
 
Salah satu tanaman alternatif lainnya yang memiliki banyak khasiat adalah 
tanaman nangka (A. heterophyllus Lamk). Pada umumnya daun nangka dikenal 
sebagai pakan ternak, tetapi dibalik fungsinya sebagai pakan ternak, daun nangka 
mempunyai manfaat bagi kesehatan karena daun nangka mengandung anti 
mikroba antara lain flavonoid, tanin, saponin  yang  bisa larut dalam air dan dapat 
bekerja merusak membran sitoplasma dan mendenaturasi protein sel. Penelitian 
sebelumnya menyebutkan bahwasanya ekstrak daun nangka pernah diujikan 
terhadap bakteri Staphylococcus aureus, Escherichia coli, S. epidermidis dan 
Salmonella typhi (Siahaan, et al., 2019). 
Hasil skrining fitokimia pada daun nangka yang telah dilakukan menunjukkan 
hasil positif terhadap senyawa flavonoid, fenol, steroid, dan tannin (Darmawati, et 
al., 2015). Flavonoid dikenal memiliki fungsi sebagai antioksidan, antiinflamasi, 
antifungi, antiviral, antikanker dan antibakteri. Senyawa flavonoid yang telah 
diisolasi dan diidentifikasi dari daun nangka (A. heterophyllus Lmk), yaitu 
isokuersetin. Flavonoid sebagai antibakteri bekerja dalam mendenaturasi protein 
sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki lagi (Pelczar dan 
Chan, 1998). 
 Berdasarkan hal yang telah dijabarkan di atas, maka penelitian ini digunakan 
untuk menguji bagaimana pengaruh penggunaan daun nangka sebagai antibiotik 
berbahan alami terhadap bakteri V. parahaemolyticus untuk menggantikan peran 
antibiotik sintesis agar tidak membahayakan lingkungan perairan, organisme yang 
dibudidayakan bahkan kesehatan manusia.  
 
1.2 Rumusan Masalah 
Pengobatan penyakit bakterial yang disebabkan oleh bakteri V. 
parahaemolyticus biasanya menggunakan antibiotik kimia yang diberikan secara 
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terus menerus. Namun, penggunaan antibiotik dalam jangka panjang dapat 
menyebabkan pencemaran lingkungan, menyebabkan residu dan juga berbahaya 
bagi kesehatan manusia yang mengkonsumsi baik ikan ataupun udang yang telah 
terkontaminasi bakteri ini apabila dalam pengolahannya dinilai kurang tepat. Solusi 
agar dapat menghindar dampak negatif tersebut adalah dengan menggunakan 
bahan alami yang lebih bersifat ramah lingkungan dan aman salah satunya 
dengan menggunakan daun nangka. Berdasarkan uraian di atas, diperoleh 
rumusan permasalahan yaitu bagaimana pengaruh pemberian ekstrak daun 
nangka (A. heterophyllus) terhadap bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro? 
 
1.3 Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 
ekstrak daun nangka (A. heterophyllus) terhadap bakteri V. parahaemolyticus 
secara in vitro. 
 
1.4 Hipotesis 
 Hipotesis yang mendasari dilakukannya penelitian ini yaitu: 
H0  : Diduga ekstrak daun nangka (A. heterophyllus) tidak dapat digunakan 
sebagai antibakteri V. parahaemolyticus secara in vitro. 
H1   : Diduga ekstrak daun nangka (A. heterophyllus) dapat digunakan sebagai 
antibakteri V. parahaemolyticus secara in vitro. 
 
1.5 Manfaat 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi dalam 
penelitian selanjutnya ataupun sebagai penambah wawasan mahasiswa tentang 
penyakit bakterial dan pengembangan pengobatan ikan yang berbasis alami yang 
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nantinya dapat digunakan sebagai alternatif antibakteri dalam upaya pencegahan 
penyakit maupun penanggulangan penyakit yang disebabkan oleh bakteri V. 
parahaemolyticus dengan menggunakan ekstrak daun nangka (A. heterophyllus). 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Tanaman Nangka 
2.1.1 Klasifikasi 
Menurut Rukmana, (1998) taksonomi tanaman nangka diklasifikasikan 
sebagai berikut: 
Kingdom  : Plantae  
Devisi   : Spermatophyta 
Sub-divisi  : Angiospermae 
Kelas   : Dicotyledonae 
Ordo   : Morales 
Famili   : Moraceae 
Genus  : Artocarpus 
Spesies  : Artocarpus heterophyllus Lamk. 
2.1.2 Morfologi 
Nangka (A. heterophyllus Lamk) merupakan buah popular di daerah tropis 
terutama Indonesia, hampir di seluruh wilayah dapat ditemui buah ini dan memiliki 
tingkat ekonomi yang tinggi. Nangka termasuk dalam family Moraceae, yakni buah 
berukuran besar dengan aroma yang harum tajam dan rasa yang manis. Buah 
nangka tepatnya memberikan nutrisi bagi orang-orang di negara ini sebagai 
sumber vitamin, mineral dan kalori (Anggriana, et al., 2017). 
Nangka berupa pohon dengan tinggi batang 10-25 m, batang berwarna abu-
abu kehitaman dan bercabang banyak. Daun berbentuk lonjong atau elips, 
berukuran 7 x 3 cm dan yang besar 15 x 7 cm. Daun tunggal, tersusun secara 
spiral, berwarna hijau tua, dan tebal. Jenis ini berubah 1, bunga betin dan jantan 
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terdapat dalam satu pohon, dan keluar dari cabang atau batang yang tua. Bunga 
betina terdapat dalam bulir berbentuk gada agak membuat. Tongkol bunga betina 
(babal) dan jantan mengandung nektrat sehingga lebih sering hinggap, sedangkan 
bunga jantan juga terdapat dalam bulir yang berbentuk gada agak slindris dan 
kadang membengkok. Bakal buah beruang banyak dan terdapat banyak bakal biji 
(Suhono, 2010). Gambar tumbuhan nangka disajikan pada Gambar 1. 
 
 
Gambar 1. Tumbuhan Nangka (A. heterophyllus) (Nasution dan Musyirna, 2014) 
2.1.3 Habitat dan Penyebaran 
Burhaman, et al. (2014) menyatakan bahwa tanaman nangka merupakan 
tanaman liar di daerah Ghats bagian barat (India), sekarang telah tersebar hampir 
ke seluruh dunia, terutama ke daerah-daerah yang beriklim tropik pada ketinggian 
0-1.600 mdpl. Daerah penyebaran nangka umumnya berada di daerah beriklim E 
(kering) dengan bulan kering 6-7 bulan/th. Di habitat alaminya nangka tumbuh di 
ketinggian 400-1.200 mdpl. Untuk pertumbuhan yang baik temperatur minimum 
untuk pertanaman nangka adalah 16°C-21°C dan maksimum 3°C-32°C, 
kelembaban udara 50%-80%°. Kondisi yang disenangi nangka adalah lahan 
dengan curah hujan lebih dari 1500 mm/th, tanah aluvial, tanah liat berpasir atau 




2.1.4 Kandungan Bahan Aktif 
Daun nangka merupakan pakan ternak yang disukai kambing, domba 
maupun sapi. Daun tanaman ini juga direkomendasikan oleh pengobatan 
ayurveda sebagai obat antidiabetes karena ekstrak daun nangka memberi efek 
hipoglikemi yaitu menurunkan kadar gula darah (Chandra, 2006). Selain itu daun 
nangka juga berkhasiat melancarkan air susu dan sebagai obat koreng (Hutapea, 
1993). Menurut Kannaian, et al. (2013), daun nangka dalam pengobatan 
tradisional digunakan sebagai obat demam, bisul, luka dan penyakit kulit. 
Kandungan kimia dari daun nangka yaitu senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, 
dan tanin yang terbukti secara empirik sebagai antikanker, antivirus, antiinflamasi, 
diuretil, dan antihipertensi (Ersam, 2001). 
Daun nangka diketahui mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin 
yang berperan sebagai zat antibakteri (Ersam, 2001). Mekanisme kerja senyawa 
flavonoid dapat mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak membran sel 
bakteri tanpa dapat diperbaiki lagi (Pelczar dan Chan, 1988). Senyawa saponin 
merupakan senyawa yang berfungsi sebagai anti mikroba (Robinson, 1995). Kerja 
saponin dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen diantaranya 
menghambat fungsi membran sel bakteri dengan merusak permeabilitas membran 
sel yang mengakibatkan dinding sel bakteri dan jamur lisis. Tanin 12 diketahui 




Pengertian ekstraksi menurut Najib (2018), kegiatan penarikan kandungan 
kimia yang terdapat pada tumbuhan dan bersifat dapat dilarutkan dengan bantuan 
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pelarut sehingga dapat lebih efektif sebab bahan sudah terpisah dari bahan yang 
tidak diinginkan. Adapun berbagai macam metode yang digunakan pada saat 
proses esktraksi adalah sebagai berikut :  
a. Maserasi 
Ekstraksi pelarut dilakukan dengan perendaman (maserasi). Proses 
ekstraksi dengan teknik maserasi dilakukan dengan beberapa kali pengocokan 
atau pengadukan. Keuntungan cara ini mudah dan tidak perlu pemanasan 
sehingga kecil kemungkinan bahan alam menjadi rusak atau terurai. Kelemahan 
metode ini yaitu membutuhkan lebih banyak pelarut sehingga tidak efisien 
(Susanty dan Fairus, 2016). 
Metode maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan 
perendaman menggunakan pelarut pada suhu ruangan 25ºC. Maserasi bertujuan 
untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan pemanasan maupun yang tidak tahan 
pemanasan. Secara teknologi maserasi termasuk ekstraksi dengan prinsip metode 
pencapaian konsentrasi pada keseimbangan (Soleha, 2018). 
b. Ultrasound - Assisted Solvent Extraction 
Metode ini merupakan metode hasil modifikasi dari ekstraksi maserasi 
sehingga menghasilkan metode yang terbaru yaitu dengan ekstraksi ultrasonik 
bantuan ultrasound 20 Hz di dalam wadah ultrasonic. Prinsip yang terjadi pada 
proses ekstraksi ini adalah dengan memberikan tekanan mekanin pada sel 
sehingga menghasilkan rongga pada sampel dan meningkatkan kelarutan 
senyawa pelarut dalam hasil dari proses ekstraksi (Mukhriani, 2014).  
c. Soxhlet 
Metode ini dilakukan dengan menempatkan serbuk sampel dalam sarung 
selulosa (dapat digunakan kertas saring) dalam klonsong yang ditempatkan di atas 
labu dan di bawah kondensor. Pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam labu dan 
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suhu penangas diatur di bawah suhu reflux. Keuntungan dari metode ini adalah 
proses ektraksi yang kontinyu, sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil 
kondensasi sehingga tidak membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan 
banyak waktu. Kerugiannya adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat 
terdegradasi karena ekstrak yang diperoleh terus-menerus berada pada titik didih 
(Mukhriani, 2014). 
d. Perkolasi 
Pada metode perkolasi, serbuk sampel dibasahi secara perlahan dalam 
sebuah perkolator (wadah silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian 
bawahnya). Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan 
menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan dari metode ini adalah sampel 
senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Sedangkan kerugiannya adalah jika sampel 
dalam perkolator tidak homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area. 
Selain itu, metode ini juga membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak 
waktu (Mukhriani, 2014). 
e. Reflux  
Kiswandono (2011), metode refluks digunakan untuk mengekstrak sampel 
yang relative tahan panas. Metode ini dilakukan dengan cara menggodok sampel 
dalam suatu pelarut yang diletakan dalam wadah dan dilengkapi dengan 
kondensor dengan jangka waktu lebih cepat, biasanya 3–7 jam. Kelebihan metode 
ini adalah waktunya lebih singkat, terjadi kontak langsung dengan pelarut secara 
terus menerus, dan pelarut yang digunakan lebih sedikit sehingga efektif dan 
efisien. 
f. Destilasi Uap 
Destilasi uap memiliki proses yang sama dan biasanya digunakan untuk 
mengekstraksi minyak esensial (campuran berbagai senyawa menguap). Selama 
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pemanasan, uap terkondensasi dan destilat (terpisah sebagai 2 bagian yang tidak 
saling bercampur) ditampung dalam wadah yang terhubung dengan kondensor. 
Kerugian dari kedua metode ini adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat 
terdegradasi (Mukhriani, 2014). 
Jenis pelarut yang digunakan pada proses ekstraksi merupakan salah satu 
faktor penting yang harus diperhatikan. Hal tersebut mempengaruhi keberhasilan 
proses pemurnian suatu ekstrak sangat erat kaitannya dengan rendemen, mutu 
dan kadar senyawa aktif yang dihasilkan. Aseton, methanol dan etanol merupakan 
pelarut polar. Aseton merupakan pelarut polar-aprotik yang tidak dapat 
memberikan ion OH-, sedangkan methanol dan etanol merupakan pelarut polar-
protik yaitu yang dapat memberikan ion OH-, sehingga lebih mudah berinteraksi 
dengan gugus fungsional yang polar (Noviyanty, et al., 2019). Pelarut semi polar 
meliputi aseton dan etil asetat, pelarut polar meliputi matanol sedangkan untuk 
pelarut non polar seperti kloroform, eter dan heksana (Nurjanah, et al., 2012). 
Pada kegiatan proses ekstraksi daun nangka dilakukan dengan 
menggunakan metode maserasi. Penggunaan metode ini dilakukan karena 
sifatnya yang sederhana dan mudah dilakukan. Ekstraksi yang dilakukan oleh 
Darmawati, et al. (2015), sebanyak 500 gram serbuk daun nangka tua yang telah 
dikeringkan dimaserasi dengan etanol 70% sebanyak 2000 mL. Ekstrak yang 
diperoleh diuapkan dengan penguap vakum putar dan ditimbang. Ekstrak kental 
etanol yang didapatkan dipartisi berturut-turut sebanyak (6x50mL) dengan pelarut 
n-heksan, kloroform, dan n-butanol. Masing-masing ekstrak yang diperoleh 
kemudian diuapkan dengan penguap vakum putar, ditimbang dan diuji kandungan 
flavonoid dan aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Hasil skrining 
fitokimia pada daun nangka yang telah dilakukan menunjukkan hasil positif 
terhadap senyawa flavonoid, fenol, steroid, dan tannin. Flavonoid dikenal memiliki 
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fungsi sebagai antioksidan, antiinflamasi, antifungi, antiviral, antikanker dan 
antibakteri. Senyawa flavonoid yang telah diisolasi dan diidentifikasi dari daun 
nangka (A. heterophyllus Lmk), yaitu isokuersetin. 
 
2.3 Bakteri V. parahaemolyticus 
2.3.1 Klasifikasi Bakteri 
Adapun klasifikasi pada bakteri V. parahaemolyticus menurut Yanuhar dan 
Niko (2020), adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Bacteria 
Division : Proteobacteria 
Class  : Gammaproteobacteria 
Order  : Vibrionales 
Family  : Vibrionaceae 
Genus  : Vibrio 
Species : Vibrio parahaemolyticus 
2.3.2 Morfologi Bakteri 
Bakteri V. parahaemolyticus merupakan salah satu bakteri gram negatif, 
berbentuk batang pendek bengkok dengan lebar 0,5–0,8 µm dan panjangnya 
mencapai 1,4–2,6 µm dan mempunyai flagel. Koloni bakteri ini berwarna hijau atau 
kuning jika ditumbuhkan pada media TCBS (Jones, 2014) dan akan membentuk 
seperti koloni bulat, cembung mengkilap dan mampu memendarkan cahaya bila 
diamati di ruang gelap. Bakteri ini bersifat halofilik dengan bentuk tanda koma yang 
berdiameter 2-3 mm, dapat bergerak atau bersifat motil. Bakteri ini dapat 
menghasilkan energi yang digunakan untuk pertumbuhan dengan oksidasi, 
bersifat aerob fakultatif, tidak membentuk spora, memiliki flagellum kutub tunggal 
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dan bersifat zoonosis (Yanuhar dan Niko, 2020). Gambar bakteri V. 
parahaemolyticus disajikan pada Gambar 2. 
 
Gambar 2. V. Parahaemolyticus (‘Alawiyyah, et al., 2017) 
2.3.3 Habibat dan Penyebaran 
Bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri gram negatif yang banyak 
ditemukan di air laut (Azhar, 2018), atau sekitar pesisir air payau (Letchumanan, 
et al., 2014). Bakteri ini banyak tersebar di kawasan Asia terutama diperairan 
Jepang (Procop, et al., 2020). Bakteri V. parahaemolyticus tumbuh optimum pada 
kadar NaCl 3%, suhu 30-35°C, pH 4,8-11, bakteri anaerob fakultatif dan bersifat 
halofilik (Azyenela dan Marlina, 2015) bakteri ini memiliki kisaran salinitas 20-25 
ppt (Jones, 2014).  
Kusmarwati, et al. (2017), bakteri V. parahaemolyticus non patogen pada 
umumnya terdeteksi pada musim hujan (dengan temperatur yang relatif lebih 
rendah), sedangkan bakteri V. parahaemolyticus yang bersifat patogen lebih 
cenderung ditemukan pada musim kemarau ketika suhu air tambak mendekati 
kondisi optimum (37ºC). Yu, et al. (2016), juga turut mengemukakan kondisi suhu 
lingkungan yang lebih tinggi meningkatkan peluang munculnya strain bakteri ini 




2.3.4 Infeksi dan Tanda Penyerangan Bakteri V. parahaemolyticus 
Bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri gram negatif yang banyak 
ditemukan di air laut. Bakteri ini dapat menyebabkan penyakit Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) atau sering dikenal dengan nama 
Early Mortality Syndrome (EMS). Penyakit EMS menyerang stadia post larva dan 
dapat menyebabkan kematian hingga 100% dalam 20-30 hari setelah dilakukan 
penebaran. Bakteri ini menginfeksi melalui hemosit yang berperan penting sebagai 
pertahanan tubuh pada udang, sehingga terjadi penurunan sel granular dan 
peningkatan sel hialin. Peningkatan jumlah sel hialin berkaitan dengan adanya 
fagositosis yang ada didalam tubuh udang, sedangkan sel granular mempunyai 
fungsi untuk memproduksi melanin serta mengeluarkan peptide antimikroba dan 
terlibat dalam reaksi sitotoksik (Azhar, 2018) dan hal tersebut dapat 
mengakibatkan infeksi akut yang mematikan.  
Gejala klinis akibat infeksi V. parahaemolitycus berupa jaringan otot mati 
(nekrosis) hampir di seluruh tubuh udang (ditandai dengan berubahnya warna 
tubuh menjadi kemerahan) tubuh geripis, karapas lunak, serta terdapat bercak 
hitam di bagian kaki hingga terus meluas ke seluruh tubuh udang, usus kosong, 
hingga akhirnya udang mati (Jannah, et al., 2018). Selain itu, udang yang 
terserang penyakit dari bakteri ini juga mengalami pergerakan berenang yang 
miring, berenang memutar dan tidak beraturan, serta nafsu makan yang menurun. 
Bakteri ini  pernah ditemukan menyerang udang vaname di China dan Thailand 
dengan konsentrasi 104 CFU membunuh setengah dari populasi udang selama 7 
hari (Rahmanto, et al., 2014). Gambar kondisi udang yang terserang bakteri V. 





Gambar 3. Kondisi Udang yang Terserang Infeksi Bakteri V. parahaemolitycus. 
(Jannah, et al., 2018). 
 
 
2.4 Pertumbuhan Bakteri 
Pada pertumbuhan sel–sel bakteri dapat dihitung berdasarkan pertumbuhan 
koloni bakteri. Hubungan antara pertambahan sel bakteri dengan waktu yang 
dibutuhkan dapat dinyatakan dalam bentuk kurva pertumbuhan bakteri. Pada 
kurva pertumbuhan bakteri yang dimaksudkan terbagi menjadi beberapa tahapan 
fase yang dilaluinya, diantaranya fase adaptasi, fase eksponensial, fase stasioner, 
fase kematian (Ristiati, 2015). Gambar kurva fase pertumbuhan bakteri disajikan 
pada Gambar 4. 
 




a. Fase Adapatasi (Fase Log)  
Fase yang menunjukkan ciri–ciri bahwa mikroorganisme mulai 
menyesuaikan diri dengan lingkungannya dan mengalami perubahan komposisi 
kimiawi, sel mulai bertambah ukurannya atau dapat diartikan bahwa pada fase ini 
mikroorganisme baru saja mengalami proses inokulasi (Listyawati, 2018). 
b. Fase Eksponensial (Fase Log) 
Fase yang ditandai dengan bertambahnya kecepatan pertumbuhan dari 
mikroorganisme (Listyawati, 2018) dengan konstanta tetap selama waktu tertentu 
(berlangsung pada waktu yang singkat dan tetap) sampai beberapa atau salah 
satu nutrient habis atau bahkan telah terjadi timbunan metabolisme yang bersifat 
racun sehingga menghambat dari pertumbuhan mikroorganisme ini. 
c. Fase Stasioner 
Fase dimana terjadi memiliki kurva yang seimbang antara fase pertumbuhan 
dengan laju kematian atau bersifat tetap. Hal ini disebabkan karena adanya 
pengurangan pembelahan sel yang disebabkan berkurangnya kadar nutrien dalam 
media dan terjadi akumulasi produk toksik (Ilmiah, et al., 2012). 
d. Fase Kematian 
Hal ini ditandai dengan peningkatan laju kematian yang melampui laju 
pertumbuhan sehingga terjadi penurunan populasi bakteri (Ilmiah, et al., 2012). 
 
2.5 Uji Sensitivitas dan Resistensi Bakteri secara In Vitro 
Uji sensitifivitas antimikroba dilakukan dengan beberapa metode dalam 
menentukan kemampuan antimikroba dalam melawan suatu bakteri yaitu metode 
difusi dan metode dilusi (Soleha, 2018). Metode difusi digunakan untuk 
menentukan sensitivitas mikroba uji terhadap agen antimikroba. Metode ini 
dilakukan dengan menggunakan kertas cakram kedalam media agar yang telah 
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diinokulasi dengan bakteri dan diisi dengan senyawa uji. Area jernih pada 
permukaan media agar mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan 
mikroorganisme oleh agen antimikroba. Kelebihan metode difusi ini adalah mudah 
dilakukan karena tidak memiliki alat khusus dan mencakup fleksibilitas yang lebih 
besar dalam memilih obat yang akan diperiksa (Katrin, et al., 2015). 
Metode dilusi menurut Fitriana, et al. (2019), dibagi menjadi 2 yaitu dilusi cair 
dan padat. Metode dilusi cair digunakan untuk mengukur KHM (kadar hambat 
minimum) sementara metode dilusi padat digunakan untuk menentukan KBM 
(kadar bakterisidal minimum). Cara yang dilakukan pada metode dilusi cair adalah 
dengan membuat seri pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang 
ditambahkan dengan mikroba uji. Metode dilusi padat dilakukan dengan 
menginokulasi mikroba uji pada media agar yang mengandung agen antimikroba. 
Keuntungan metode dilusi ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji 
dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji. 
Adapun kriteria kekuatan daya antibakteri sebagai berikut: diameter zona 
hambat 5 mm atau kurang dikategorikan lemah, zona hambat 5-10 mm 
dikategorikan sedang, zona hambat 10-20 mm dikategorikan kuat dan zona 
hambat 20 mm atau lebih dikatakan sangat kuat (Ariyani, et al., 2018). Hasil tes 
kepekaan organisme diklasifikasikan ke dalam dua atau lebih kategori. Sistem 
yang sderhana menentukan dua kategori, yaitu sensitif dan resisten. Apabila tidak 
terbentuk zona bening di sekitar kertas saring maka bakteri dinyatakan resisten 
terhadap antibiotik yang diujikan. Sebaliknya, bakteri dikatakan sensitif terhadap 
antibiotik apabila adanya zona bening atau zona bebas bakteri yang terbentuk di 
sekitar kertas cakram. Pengamatan dilakukan selama 1 x 24 jam. Setiap 6 jam 






BAB III. METODE PENELITIAN 
3.1 Tempat, Waktu/Jadwal Pelaksanaan 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penguji Kesehatan dan 
Lingkungan Budidaya, Umbulan, Kecamatan Bangil, Kabupaten Pasuruan pada 
tanggal 15 Maret – 08 April 2021.  
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat Penelitian  
Alat yang akan digunakan pada penelitian tentang uji sensitifitas ekstrak 
daun nangka (A. heterophyllus) terhadap V. parahaemolyticus secara in vitro 
disajikan pada Tabel 1. Dokumentasi alat yang digunakan akan disajikan pada 
Lampiran 1. 
Tabel 1. Alat yang akan digunakan 
No. Alat Fungsi 
1. Autoclave Untuk sterilisasi alat dan media 
2. Beaker glass 1000 ml Untuk wadah tabung yang akan disterilisasi 
3. Blender  Untuk menghaluskan serbuk daun nangka 
4. Blue tip Untuk alat bantu mikropipet 100-1.000 μl 
5. Bola hisap Untuk mengambil larutan 
6. Botol film Untuk wadah larutan ekstrak 
7. Bunsen Untuk mencegah terjadinya kontaminasi 
pada saat perlakuan 
8. Cawan petri Untuk wadah kultur bakteri 
9. Corong Untuk membantu dalam penuangan larutan 
10. Colony counter Untuk menghitung koloni bakteri yang dapat 
tumbuh pada cawan petri 
11. Destruktor (autoklaf kotor) Untuk membersihkan alat-alat yang 
bersentuhan dengan bakteri 
12. Erlenmeyer 500 ml Untuk tempat pembuatan media 
13. Evaporator Untuk alat evaporasi daun nangka (A. 
heterophyllus) menjadi ekstrak dalam bentuk 
pasta 
14. Gelas ukur 100 ml Untuk mengukur larutan 
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No. Alat Fungsi 
15. Gunting Untuk memotong bahan yang digunakan 
16. Hotplate Untuk pemans media 
17. Inkubator Untuk wadah penyimpanan bakteri uji 
18. Jangka sorong digital Untuk mengukur zona daya hambat bakteri 
19. Jarum ose Untuk mengambil bakteri  
20. Korek api Untuk menyalakan bunsen 
21. Laminary air flow Untuk tempat preprasi bahan dan tempat 
pada saat menanam bakteri agar tidak 
terkontaminasi dengan udara luar  
22. Lemari pendingin Untuk menyimpan bahan yang akan 
digunakan 
23. Mikropipet 100-1000 μl Untuk mengambil larutan dalam jumlah kecil 
24. Mikropipet 10-100 μl Untuk mengambil larutan dalam jumlah kecil 
25. Mikroskop Untuk identifikasi bakteri 
26. Nampan Untuk menyimpan alat dan bahan 
27. Object glass Untuk meletakkan pewarna bakteri yang akan 
diamati dibawah mikroskop 
28. Pinset Untuk alat pengambil cakram 
29. Pipet volume Untuk mengambil larutan dalm volume 
tertentu 
30.  Rak tabung reaksi Untuk wadah tabung reaksi 
31. Spatula Untuk mengaduk larutan agar homogen 
32. Sprayer Untuk wadah alkohol 
33. Spektrofotometer Untuk menghitung kepdatan bakteri 
34. Tabung reaksi Untuk tempat peremajaan bakteri  
35. Timbangan analitik Untuk menimbang media dan ekstrak yang 
akan digunakan 10-3 
36. Timbangan digital Untuk menimbang media dan ekstrak yang 
akan digunakan 10-2 
37. Triangle Untuk meratakan bakteri pada saat 
penanaman pada cawan  
38. Vortex Untuk menghomogenkan larutan atau esktrak 
39. Washing bottle Untuk tempat Aquadest saat pewarnaan 
gram 
40. Yellow tip Untuk alat bantu mikropipet 10-100 μl 
 
3.2.2 Bahan Penelitian 
Bahan yang akan digunakan pada penelitian tentang uji sensitifitas ekstrak 
daun nangka (A. heterophyllus) terhadap V. parahaemolyticus secara in vitro 
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disajikan pada Tabel 2. Gambar bahan yang digunakan akan disajikan pada 
Lampiran 2.  
Tabel 2. Bahan yang akan digunakan 
No. Bahan Fungsi 
1. Aquadest  Sebagai pelarut media dan bahan saat 
proses maserasi 
2. Alkohol 70% Sebagai pengkondisian aseptis 
3. Alumunium foil  Sebagai 
4. Bakteri 
V.Parahaemolyticus 
Sebagai bakteri yang akan diuji 
pertumbuhannya 
5. Daun nangka (A. 
heterophyllus) 
Sebagai tanaman yang akan diuji  
6. DMSO 10% Sebagai pelarut ekstrak 
7. Etanol 70% Sebagai pelarut esktrak saat maserasi 
8. Kapas Sebagai penutup erlenmeyer dan tabung 
reaksi saat dilakukan sterilisasi 
9. Karet gelang Sebagai pengikat toples saat maserasi 
10. Kertas bekas Sebagai pembungkus peralatan yang akan 
dimaserasi 
11. Kertas cakram (paper 
disk) 
Sebagai bahan yang direndam dalam ekstrak 
dan diujikan ke bakteri untuk mengetahui 
zona hambat 
12. Kertas label Sebagai penanda pada alat dan bahan 
13. Kertas saring Whattman 
no.41 
Sebagai penyaring ekstrak setelah dilakukan 
maserasi 
14. Larutan Iodin Sebagai pemerkuat warna primer 
15. Larutan Krital Violet Sebagai indikator warna primer 
16. Larutan Safranin Sebagai indikator warna sekunder 
17. Larutan standar 
Mc.Farland 107 
Sebagai larutan pembuat suspensi 
18. Lugol  Sebagai perekat warna pada dinding sel 
bakteri saat perlakuan pewarnaan gram 
19. NaCl Sebagai bahan yang digunakan untuk 
pembuatan Na-fisiologis 
20. Plastic wrap Sebagai pembungkus dan merekatkan 
penutup cawan atau tabung reaksi 
21. Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen 
22. TCBS (Thiosulfate Citrate 
Bile Salt Sucrose Agar) 
Sebagai media pertumbuhan bakteri 
23. Tisu Sebagai pembersih alat-alat yang digunakan 
24.  TSA (Tryptic Soy Agar) Sebagai media peremajaan 




3.3 Kerangka Konsep Penelitian 
Adapun konsep penelitian mekanisme kerja bahan aktif yang terkandung 
dalam daun nangka terhadap V. parahaemolyticus disajikan pada gambar: 
 
 
Gambar 5. Kerangka Konsep Penelitian (Kusumawati, et al., 2017) 
Keterangan: 
  : Mekanisme kerja 
Menurut Kusumawati, et al. (2017), menyatakan bahwa ekstrak daun 
nangka memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder seperti Alkaloid, 
flavonoid, saponin, tanin yang juga dapat menghambat aktivitas sebagai anti 
bakteri. Senyawa tanin dapat mengecilkan dinding sel atau membran sel sehingga 
mengganggu permeabilitas yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri hingga 




Ekstrak kasar daun  
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Bakteri V. parahaemolyticus 
kerusakan pemeabilitas 
dinding sel, mikrosom 
dan lisosom 
Ekstrak kasar daun nangka (A. heterophyllus) 
mempengaruhi aktivitas zona hambat bakteri 
V. parahaemolyticus 
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sel bakteri menjadi lisis atau pecah. Senyawa Alkaloid memiliki kemampuan 
sebagai antibakteri dengan mekanisme mengganggu komponen penyusun 
peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara 
utuh dan menyebab-kan kematian sel tersebut. Sedangkan kandungan flavonoid 
pada daun nangka dapat menyebabkan terjadinya kerusakan pemeabilitas dinding 
sel bakteri, mikrosom dan lisosom. 
 
3.4 Metode Penelitian 
Metode yang digunakan adalah metode eksperimen. Metode eksperimen 
adalah metode yang mengamati atau menguji secara langsung pengaruh 
pemberian ekstrak pada bakteri V. parahaemolyticus. Menurut Payadnya dan 
Jayantika (2018), metode eksperimen adalah metode penelitian yang digunakan 
untuk mencari pengaruh perlakuan tertentu terhadap yang lain dalam kondisi yang 
terkendalikan. Metode ini ditujukan untuk meneliti hubungan sebab akibat dengan 
memanipulasikan satu atau lebih variabel pada suatu eksperimental, dan 
membandingkan hasilnya dengan kontrol yang tidak mengalami manipulasi. 
Setelah dimanipulasikan, variabel bebas itu biasanya disebut treatment. Pada 
prinsipnya penelitian eksperimen dapat didefinisikan sebagai metode sistematis 
guna membangun hubungan yang mengandung fenomena sebab akibat. 
Penelitian dilakukan dengan melakukan uji pendahuluan. Uji pendahuluan 
dilakukan dengan cara melakukan pengujian daya hambat dengan beberapa dosis 
perlakuan. Dosis yang digunakan antara lain 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 
50 ppm, 60 ppm, 70 ppm, 80 ppm, 90 ppm dan 100 ppm. Media yang digunakan 
dalam uji pendahuluan adalah TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar). 
Adapun metode uji pendahuluan yaitu, cawan petri diisi dengan media TCBS dan 
ditunggu hingga menjadi agar. Kertas cakram direndam pada ekstrak kasar daun 
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nangka sesuai dosis yang telah ditentukan selama ±15 menit. Bakteri ditanam 
pada media TCBS sebanyak 100 µl kemudian diratakan dengan menggunakan 
triangle yang sudah difiksasi diatas bunsen. Kertas cakram ditanam pada media 
yang sudah berisi bakteri dengan cara meletakkan kertas cakram pada permukaan 
media secara perlahan. Media yang sudah berisi bakteri dan kertas cakram 
diinkubasi selama 24-48 jam dengan suhu 30-35ºC. Setelah diinkubasi, media 
diamati dan diukur zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram dengan 
menggunakan jangka sorong. Hasil yang didapatkan pada uji pendahuluan yaitu 
zona bening terbentuk pertama kali di sekitar kertas cakram pada dosis terkecil 20 
ppm, namun pada dosis tersebut zona yang muncul tidak terlalu jelas. Pada dosis 
30 ppm zona bening terlihat sangat jelas, maka diambil dosis untuk uji inti yaitu 
sebesar 25 ppm untuk mengantisipasi ketidak munculan zona bening pada media. 
 
3.5 Rancangan Penelitian 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 
(RAL). Rancangan Acak Lengkap menurut Menurut Lake, Conterius, dan Daud 
(2017), rancangan acak lengkap adalah jenis rancangan percobaan yang mana 
setiap perlakuan diberikan secara acak kepada seluruh unit percobaan. Hal ini 
dapat dilakukan karena media tempat percobaan dibuat secara seragam atau 
homogen, sehingga tidak akan mempengaruhi perlakuan yang diberikan. 
Rancangan ini juga dikatakan lengkap karena seluruh perlakuan yang dirancang 
dalam percobaan tersebut digunakan. Beberapa keuntungan menggunakan 
rancangan acak lengkap yaitu denah perancangan percobaannya lebih mudah, 
analisa statistik terhadap objek percobaan sederhana, serta fleksibel dalam jumlah 
penggunaan, perlakuan dan ulangan. Adapun model rancangan acak lengkap 






Y = respon atau nilai pengamatan dari setiap perlakuan 
µ = nilai rerata harapan (mean) 
Τ = pengaruh faktor perlakuan 
ε = pengaruh galat 
 
Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa pemberian ekstrak daun 
nangka (A. heterophyllus) dengan menggunakan dosis yang berbeda-beda. 
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui uji sensitivitas daun 
nangka terhadap bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro. Penelitian ini 
menggunakan 5 kali perlakuan dengan dosis 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm 
dan 125 ppm dengan 3 kali ulangan dan 2 kontrol yaitu kontrol positif dengan 
menggunakan antibiotik chloramphenicol 30 ppm dan kontrol negatif tanpa 
perlakuan. Adapun perlakuan yang dilakukan disajikan dalam Tabel 3. 
 
Tabel 3. Perlakuan Penelitian 
Perlakuan 
Ulangan 
1 2 3 
A A1 A2 A3 
B B1 B2 B3 
C C1 C2 C3 
D D1 D2 D3 
E E1 E2 E3 
K (-) K (-) 1 K (-) 2 K (-) 3 
K (+) K (+) 1 K (+) 2 K (+) 3 
 
Keterangan: 
Kontrol negatif (K-) : Tanpa diberi perlakuan 
Kontrol positifif (K+) : Antibiotik chloramphenicol 30 ppm 
A   : Ekstrak daun nangka dengan dosis 25 ppm  
B   : Ekstrak daun nangka dengan dosis 50 ppm 
C   : Ekstrak daun nangka dengan dosis 75 ppm 
Y= µ + Τ + ε 
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D   : Ekstrak daun nangka dengan dosis 100 ppm 
E   : Ekstrak daun nangka dengan dosis 125 ppm 
 
 
Gambar 6. Denah Penelitian 
Keterangan: 
K : Kontrol positif (+) dan kontrol negatif (-) 
A-E : Perlakuan 
1-3 : Ulangan 
3.6 Prosedur Penelitian 
3.6.1 Persiapan Penelitian 
a. Sterilisasi Alat dan Bahan 
Proses sterilisasi alat dan bahan adalah sebagai berikut: 
- Alat dan bahan yang akan disterilisasi disiapkan. Alat dibungkus terlebih 
dahulu dengan menggunakan kertas bekas. Bahan yang akan disterilisasi, 
pada bagian lubang diberi kapas dan alumunium foil agar tetap steril. 
- Aquadest dituang kedalam autoklaf sampai batas yang ditentukan, 
kemudian alat dan bahan dimasukkan kedalam autoklaf. Autoklaf ditutup 
rapat secara diagonal. 
- Saklar dinyalakan, kemudian tombol sirine yang berwarna merah pada 
autoklaf diputar hingga batas lampu berwarna merah. 
- Proses sterilisasi ditunggu hingga 15 menit. Setelah mencapai suhu 1210C 
dan tekanan 1 atm, alarm pada autoklaf akan berbunyi.  
- Ditunggu beberapa saat sampai bunyi alarm berhenti dan termometer dan 
manometer menunjukkan angka 0.  
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- Saklar listrik dimatikan dan dibuka tutup autoklaf. 
- Alat yang sudah disterilisasi diambil dan disimpan. Bahan yang sudah 
disterilisasi dimasukkan kedalam kulkas. 
Sterilisasi alat dan bahan pada penelitian sesuai dengan pernyataan 
Kharisma dan Abdul (2012), strelisasi dilakukan untuk menghilangkan 
mikroorganisme yang ada pada alat ataupun bahan. Alat dibungkus terlebih 
dahulu dengan menggunakan kertas, bahan yang akan disterilkan pada bagian 
lubang ditutup kapas dan alumunium foil agar tetap steril. Sterilisasi menggunakan 
Autoklave dengan memasukkan alat ataupun bahan dan ditutup rapat, nyalakan 
Autoklave pada suhu 1210C tekanan 1 atm selama 1 jam. 
 
b. Persiapan Sampel 
1)  Tanaman Nangka 
Daun Nangka diperoleh dari pekarangan warga yang ditanam untuk 
dikonsumsi. Bagian dari tanaman nangka yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah bagian daun. Daun nangka basah yang didapatkan sebanyak 
5.000 gram. Daun nangka dijemur selama 7 hari dibawah sinar matahari dan 
dihaluskan hingga mendapat serbuk kering sebanyak 500 gram. Daun 
nangka ini telah dilakukan uji fitokimia yang digunakan dalam penelitian ini. 
Uji fitokimia bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa yang 
terkandung dalam daun nangka. Hasil uji fitokimia daun nangka disajikan 
pada Lampiran 3. 
 
2) Bakteri  V. parahaemolyticus 
Bakteri V. parahaemolyticus yang digunakan dalam penelitian ini 
didapatkan dari Balai Besar Budidaya Air Payau (BBBAP) Jepara. Isolat 
bakteri yang didapatkan ditanam pada media agar miring Thiosulfate Citrate 
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Bile Salt Sucrose (TCBS) dalam tabung reaksi. Hasil uji biokimia dapat dilihat 
pada Lampiran 4.  
 
c. Ekstraksi Daun Nangka 
Ekstrak etanol daun nangka dibuat dengan menggunakan metode maserasi. 
Sebanyak 400 gram serbuk daun nangka direndam menggunakan larutan etanol 
70% sebanyak 3000 mL, dalam toples yang terbungkus oleh plastik hitam. 
Perendaman dilakukan selama 3 hari dalam keadaan terlindung dari cahaya. 
Rendaman diaduk sebanyak 3 kali dalam sehari. Kemudian hasil rendaman daun 
nangka tersebut disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan maserat 
dan ampas. Maserat tersebut dievaporasi agar didapatkan ekstrak kental (pasta).  
Hasil dari evaporasi didapatkan ekstrak berupa pasta sebanyak 23,45 gram dan 
dilakukan uji fitokimia. Hasil uji fitokimia daun nangka disajikan pada Lampiran 3. 
Ekstraksi daun nangka menurut Anas, et al., (2016), sebanyak 300 gram 
serbuk simplisia daun nangka direndam dalam 2250 mL etanol 70% selama tiga 
hari terlindung dari cahaya sambil sesekali diaduk (3 kali dalam sehari) untuk 
meningkatkan efektifitas penyarian bahan aktif. Selanjutnya, rendaman simplisia 
daun nangka disaring dengan bantuan pompa vaccum dan ampasnya diperas 
hingga diperoleh maserat. Ampas yang masih menempel pada kertas saring dicuci 
menggunakan etanol 70%. Maserat yang didapatkan disimpan didalam wadah 
tertutup rapat selama semalam dan dienaptuangkan. Ekstrak etanol daun nangka 
dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak 
kental. Perhitungan berat kering dan prosentase rendemen menggunakan rumus 
berikut: 
 
Berat Kering = 
400
1000





d. Pembuatan Media 
1) Pembuatan Media Padat TCBS  
Pembuatan media agar miring digunakan untuk proses peremajaan 
bakteri V. parahaemolyticus. Adapun tahapannya sebagai berikut  
─ Media TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar) ditimbang 
sebanyak 3.08 gram dengan menggunakan timbangan digital. 
─ Media TCSB dimasukkan kedalam erlenmeyer dengan volume 100 ml. 
─ Gelas ukur disiapkan untuk mengukur Aquadest sebanyak 35 ml. 
─ NaCl disiapkan dan ditimbang sebanyak 0,7 gram. 
─ Media TCBS dan NaCl dilarutkan dengan Aquadest kedalam 
erlenmeyer dan dihomogenkan.  
─ Erlenmeyer yang berisi media dipanaskan diatas hotplate hingga 
mendidih kemudian diangkat. 
─ Media dipindahkan kedalam tabung reaksi dengan menggunakan 
pipet volume sebanyak 7 ml. Untuk memindahkan media kedalam 
tabung reaksi, dilakukan didalam LAF (Laminary Air Flow) untuk 
mencegah kontaminasi. 
─ Setelah dituang, tabung reaksi ditutup dengan menggunakan kapas, 
alumunium foil dan plastic warp.  
─ Media pada tabung reaksi dimiringkan dan ditunggu hingga menjadi 
agar. 
Pembuatan media TCBS yang digunakan untuk peremajaan bakteri 
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Irma, et al (2015), dimana 
media TCBS dan NaCl ditimbang yang kemudian dilarutkan dengan 
% Rendemen = 
23,45 𝑔𝑟𝑎𝑚 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙
400 𝑔𝑟𝑎𝑚 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘




aquadest. Selanjutnya erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil dan 
dipanaskan diatas hotplate stirrer hingga larut. Kemudian media TCBS 
dipindahkan kedalam tabung reaksi dan ditutup menggunakan kapas, 
alumunium foil dan plastic warp. Diamkan dalam posisi miring hingga 
membentuk agar. 
2) Pembuatan TSB (Tryptone Soy Broth) 
Pembuatan media TSB digunakan untuk kultur bakteri. Adapun 
tahapan proses pembuatan media TSB adalah sebagai berikut: 
─ Media TSB ditimbang sebanyak 0,6 gram dengan menggunakan 
timbangan digital. 
─ Media yang sudah ditimbang dimasukkan kedalam erlenmeyer. 
─ Aquadest diukur sebanyak 320 ml menggunakan gelas ukur.  
─ NaCl ditimbang sebanyak 6,4 gram dengan menggunakan timbangan 
digital. 
─ Media TSB dicampur dengan NaCl kedalam erlenmeyer dan dilarutkan 
Aquadest, kemudian dihomogenkan. 
─ Setelah homogen, ditutup dengan menggunakan kapas, alumunium 
foil dan plastic warp. 
─ Media dipanaskan di atas hotplate hingga mendidih.  
─ Dilakukan sterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 1210C 
selama 15 menit dengan tekanan 1 atm.  
Pembuatan media TSB yang digunakan untuk kultur bakteri sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Huyyirnah dan Fitriyani (2020), yaitu 
media TSB ditimbang dan ditambahkan aquadest serta NaCl. Dimasukkan 
kedalam erlenmeyer lalu ditutup menggunakan kapas, alumunium foil dan di 
plastic warp. Dipanaskan diatas hotplate stirrer hingga media larut. 
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Selanjutnya disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 1210C, tekanan 
2 atm selama 15 menit. 
3) Pembuatan Media TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose) 
Media TCBS digunakan dalam proses uji cakram pada penelitian ini. 
Adapun tahapannya adalah sebagai berikut: 
─ Media TCBS ditimbang sebanyak 28,48 gram dengan menggunakan 
timbangan digital. 
─ Aquadest diukur dengan menggunakan gelas ukur sebanyak  120 ml 
─ NaCl 2% ditimbang sebanyak 6,47 gram.  
─ Media TCBS dan NaCl 2% dimasukkan kedalam erlenmeyer dan 
dilarutkan dengan Aquadest, kemudian dihomogenkan. 
─ Erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas dan dibungkus 
dengan alumunium foil dan plastic warp. 
─ Media dipanaskan pada hotplate magnetic stirrer hingga mendidih lalu 
dituangkan pada cawan petri, tunggu hingga menjadi agar. 
Pembuatan media TCBS yang digunakan untuk proses uji cakram 
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Lailatussyifa, et al (2020), 
media ditimbang lalu ditambahkan Aquadest dan NaCl. Dipanaskan diatas 
hotplate stirrer hingga mendidih, lalu media didiamkan hingga menjadi agar. 
4) Pembuatan Nafis (Natrium Fisiologis) 
Adapun pembuatan Nafis (Natrium fisiologis) adalah sebagai berikut: 
─ Garam NaCl sebanyak 0,405 gram dengan menggunakan timbangan 
digital dan dimasukkan dalam erlenmeyer 
─ Aquadest dilarutkan sebanyak 45 ml dan dihomogenkan 
─ Dimasukkan kedalam 5 tabung reaksi sebanyak 9 ml tiap tabungnya 
─ Tabung reaksi ditutup dengan kapas dan alumunium foil 
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─ Tabung yang sudah ditutup dimasukkan kedalam beaker glass yang 
pada bagian bawah sudah diberi kapas dan pada bagian atas 
dibungkus dengan alumunium foil 
─ Media di sterilkan dengan autoklaf pada suhu 1210C selama 15 menit 
dengan tekanan 1 atm.  
Pembuatan Nafis sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Hadi, 
et al (2020), pembuatan Nafis dilakukan untuk mempertahankan bakteri 
tetap hidup saat dilakukan peremajaan. Pembuatan Nafis yaitu Nacl 
dicampurkan aquadest dan dimasukkan kedalam tabung reaksi ditutup 
dengan kapas, alumunium foil dan plastic warp. Disterilkan dengan autoklaf 
pada suhu 1210C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. 
5) Peremajaan Bakteri Vibrio  parahaemolyticus 
Isolat bakteri V. parahaemolyticus didapatkan dari Balai Besar 
Budidaya Air Payau (BBBAP) Jepara. Adapaun tahapan dalam proses 
peremajaan bakteri adalah sebagi berikut: 
─ Media padat TCBS disiapkan. 
─ Peremajaan dilakukan didalam LAF (Laminary Air Flow) untuk 
mencegah kontaminasi. 
─ Jarum ose dipanaskan dan tabung reaksi difiksasi diatas bunsen. 
─ Bakteri diambil dengan menggunakan jarum ose dari isolat murni 
bakteri. 
─ Bakteri yang terdapat pada jarum ose digoreskan secara pada 
perlahan secara zigzag pada media agar. 
─ Media agar yang sudah berisi bakteri ditutup dengan alumunium foil 
dan plastic warp.  
─ Media disimpan didalam inkubator selama 24 jam.  
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─ Setelah 24 jam, media dipindah kedalam kulkas.  
Peremajaan bakteri V. parahaemolyticus dilakukan sesuai dengan 
penelitian Irma, et al. (2015), yaitu yang pertama dengan menumbuhkan 
ulang bakteri pada media TCBS. Koloni yang terbentuk pada media agar 
TCBS miring kemudian diambil sebanyak satu ose dan digoreskan pada 
media TCBS yang baru. Setelah itu diinkubasi dalam inkubator pada suhu 
370C selama 24 jam. Koloni yang terbentuk dari isolat murni tersebut diambil 
sebanyak satu ose dan digoreskan pada media TCBS dengan teknik streak 
plate, dan ditutup menggunakan alumunium foil dan plastic warp. Diinkubasi 
dalam inkubator pada suhu 370C selama 24 jam. Terakhir dimasukkan ke 
dalam kulkas. 
6) Kultur Bakteri V. parahaemolyticus 
Tahapan kultur bakteri V. parahaemolyticus adalah sebagai berikut: 
─ Biakan bakteri yang sudah diremajakan sebelumnya diambil dengan 
menggunakan jarum ose sebanyak 1 gores.   
─ Bakteri pada jarum ose dimasukkan kedalam erlenmeyer yang sudah 
berisi media TSB.  
─ Bakteri pada tabung reaksi dihomogenkan dengan menggunakan 
vortex mixer. 
─ Media dimasukkan kedalam inkubator dan disimpan selama 24 jam. 
Proses kultur bakteri sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 
Maftuch, et al. (2018), pertama yaitu biakan bakteri yang telah diremajakan 
pada media agar miring diambil menggunakan jarum ose sebanyak satu 
gores. Kemudian ose dicelupkan pada media TSB yang sudah disiapkan. 
Selanjutnya media diikubasi dengan suhu 320C selama 24 jam. Diamati, ciri-
ciri bakteri tumbuh yaitu media nampak keruh. Proses ekstraksi daun nangka 
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dan pembuatan media untuk peremajaan bakteri, kultur bakteri, dan uji 
cakram disajikan pada Lampiran 5. 
  
3.7 Pelaksanaan Penelitian  
3.7.1 Identifikasi Bakteri V. parahaemolyticus 
Identifikasi bakteri dilakukan dengan metode pewarnaan gram. Adapun 
tahapannya sebagai berikut: 
─ Object glass disiapkan 
─ Bakteri V. parahaemolyticus pada erlenmeyer diambil dengan menggunakan 
pipet tetes. 
─ Bakteri diteteskan diatas Object glass dengan menggunakan pipet tetes 
kemudian digores dengan metode smear.  
─ Object glass difiksasi diatas bunsen untuk membunuh bakteri 
─ Dilakukan pewarnaan, diberi 1 tetes kristal violet kemudian ditunggu selama 
1 menit 
─ Dibilas dengan menggunakan Aquadest 
─ Diberi larutan iodin, ditunggu 2 menit 
─ Dibilas dengan Aquadest 
─ Disemprotkan alkohol 96% 
─ Diberi larutan safranin selama 1 menit 
─ Dibilas dengan Aquadest 
─ Ditunggu hingga kering 
Pewarnaan gram yang dilakukan sesuai dengan pernyataan Arbaeyah, et al 
(2017), tujuan dari pewarnaan gram yaitu untuk mengetahui bakteri gram positif 
atau gram negatif. Bakteri yang akan diamati dengan pewarnaan gram diambil 
menggunakan pipet tetes dan diteteskan pada object glass lalu diratakan. Larutan 
pertama yang diberikan pada pewarnaan gram yaitu diberi 1 tetes kristal violet 
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kemudian ditunggu selama 1 menit dan dibilas dengan Aquadest, selanjutnya 
diberi larutan iodin lalu dibilas dengan Aquadest dan disemprotkan larutan alkohol. 
Kemudian diberi larutan safranin selama 15 detik, dibilas menggunakan Aquadest 
dan ditunggu hingga kering. Dilakukan pengamatan pada mikroskop dengan 
perbesaran lensa okuler 10 x dan lensa objektif 100 x.  
 
3.8 Parameter Uji 
Parameter uji yang dilakukan ada 2 yaitu parameter utama dan parameter 
penunjang. Parameter utama didapatkan dari hasil pengamtan yaitu zona bening 
yang terlihat disekitar kertas cakram yang ditumbuhi bakteri  V. parahaemolyticus. 
Zona bening pada kertas cakram diukur dengan menggunakan jangka sorong. 
Parameter penunjang adalah suhu selama inkubasi untuk mengetahui adanya 
pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus.  
 
3.9 Analisis Data 
Hasil penelitian yang diperoleh maka dilakukan analisis data secara statistik 
dengan menggunakan uji F (ANOVA) atau analisa keragaman sesuai rancangan 
penelitian yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Tujuan 
dilakukan analisis data yaitu untuk mengetahui pengaruh perlakuan yang 
dilakukan terhadap parameter yang diuji. Apabila nilai uji F (ANOVA) berbeda 
nyata atau berbeda sangat nyata maka akan dilanjutkan dengan uji BNT. Uji BNT 
atau Beda Nyata Kecil dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui adanya 
perbedaan perlakuan. Kemudian dilanjutkan penelitian Polinomial Orthogonal 




BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Identifikasi Bakteri V. parahaemolyticus 
Identifikasi bakteri digunakan sebagai menentukan bakteri gram positif atau 
gram negatif dengan menggunakan pewarnaan gram. Pewarnaan gram 
merupakan metode yang sering digunakan untuk mengetahui morfologi sel bakteri 
salah satunya dapat digunakan pada bakteri V. parahaemolyticus. Hasil dari 
penelitian ini menunjukkan bahwa bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri 
gram negatif. Saat dilakukan pengamatan dibawah mikroskop bakteri tersebut 
berwarna merah. Hal ini dikarenakan bakteri gram negatif tidak dapat 
mempertahankan warna kristal violet dengan alkohol saat pewarnaan. Maka dari 
itu sangat perlu dilakukan pengamatan karakteristik morfologi koloni bakteri, untuk 
mempermudah proses identifikasi jenis bakteri. Morfologi V. parahaemolyticus 
dapat disajikan pada Gambar 7. 
  
Gambar 7. Hasil Pewarnaan Bakteri V. parahaemolyticus dengan pengukuran 
perbesaran 1.000x (Dokumentasi pribadi, 2021) 
 
 
Pewarnaan bakteri dilakukan dengan tahapan pertama yaitu pembuatan 
preparat pada object glass yang sudah steril, bakteri diambil sebanyak 10 µl 





mungkin agar saat pengamatan tidak terjadi penumpukan koloni bakteri, sehingga 
morfologi tidak dapat diamati dengan jelas. Preparat kemudian difiksasi diatas 
bunsen. Pemberian larutan pertama yaitu crystal violet dan diangin anginkan 
selama 1,5 menit lalu dicuci dengan Aquadest, ditetesi lugol didiamkan selama 3 
menit, menuju kelarutan ketiga yaitu alkohol diteteskan dan didiamkan selama 10 
detik, cuci dengan air lalu preparat ditetesi dengan safranin selama 1 menit yang 
terakhir dibilas dengan Aquadest dan diamati dibawah mikroskop dengan 
perbesaran 1000x.  
Berdasarkan pada Gambar 7 Pengamatan morfologi bakteri V. 
parahaemolyticus dengan pewarnaan gram terlihat bahwa bakteri V. 
parahaemolyticus merupakan bakteri yang memiliki sifat gram negatif karena 
munculnya warna merah pada saat pengamatan dibawah mikroskop sedangkan 
untuk ciri bakteri yang bersifat gram positif ditandai dengan munculnya warna 
ungu. Hal ini disebabkan oleh susunan dari dinding sel pada bakteri tersebut, 
perbedaan hasil pewarnaan gram ini disebabkan oleh susunan dinding sel dimana 
bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dari pada 
bakteri gram positif. Bakteri V. parahaemolyticus berbentuk batang dan bersel 
tunggal. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan ‘Alawiyyah, et al., (2017), Bakteri 
V. parahaemolyticus merupakan bakteri gram negatif, berbentuk batang dan 
membentuk sel tunggal. Bakteri gram negatif adalah bakteri yang tidak 
mempertahankan warna dari kristal violet melainkan mempertahankan warna 
safranin sehingga menghasilkan warna merah pada proses pewarnaan gram. 
Sedangkan bakteri gram positif akan mempertahankan warna kristal violet 
sehingga menghasilkan warna ungu pada proses pewarnaan gram. Perbedaan 
warna dari proses pewarnaan gram ini didasarkan pada perbedaan struktur 
dinding sel yang ada pada menyusun bakteri. Bakteri gram negatif memiliki lapisan 
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peptidoplikan yang lebih tipis dari pada gram positif yang memiliki lapisan 
peptidoplikan yang lebih tebal. 
Hasil uji biokimia V. parahaemolyticus yang dilakukan di Laboratorium Uji 
Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau Jepara dengan hasil berbentuk batang, 
sifat gram negatif, Lysine decarboxilase, Ornithine decarboxilase, Nitrat Reduced, 
Oxidase, dan Indol hasilnya positif. Bersifat resisten terhadap antibiotik ampicilin 
10 µg, dan mampu menghidrolisis pati serta urea. Sedangkan untuk hasil 
Swaming, NaCl, Arginine decarboxilase, ONPG, dan VP mendapatkan hasil 
negatif. Hasil uji biokimia bakteri V. parahaemolyticus disajikan pada Lampiran 4. 
Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Akerina (2018) bahwa hasil uji biokimia 
bakteri V. parahaemolyticus bersifat indol, lisin dekarbixilase positif, dapat 
memfermentasikan glukosa dan moltase tanpa menghasilkan gas. 
 
4.2 Uji Daya Hambat 
 
Bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri akuatik yang biasa 
ditemukan di sungai, muara, sungai, kolam, dan laut. Bakteri ini biasa menyerang 
organisme seperti ikan, kerang, udang dan beberapa organisme air lainnya. Salah 
satu cara mengatasi serangan bakteri pada ikan organisme payau yaitu dengan 
menggunakan ekstrak kasar daun nangka untuk mengetahui daya hambat 
antibakteri, maka dilakukan uji daya hambat secara in vitro dengan menggunakan 
kertas cakram yang sudah direndam dalam ekstrak kasar daun nangka dengan 
dosis berbeda yang sudah dibuat sebelumnya selama kurang lebih 15 menit. 
Langkah selanjutnya yaitu penanaman kertas cakram pada cawan petri yang 
berisikan bakteri media TCBS dan bakteri V. parahaemolyticus yang sudah 
diratakan sebelumnya dan diberikan kertas label. Kemudian dimasukkan ke dalam 
inkubator selama 24–48 jam. Hasil dari zona hambat yang telah diinkubasi dengan 
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konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm dan 125 ppm. Kontrol positif 
dengan menggunakan antibiotik chloramphenicol 30 ppm dan kontrol negatif 
(tanpa perlakuan dosis), dapat dilihat pada Gambar 8 dan Lampiran 6. 
 
A (25 ppm) 
 
B (50 ppm) 
 
C (75 ppm) 
 
D (100 ppm) 
 






Gambar 8. Hasil Daya Hambat Ekstrak Tanaman Daun Nangka terhadap Bakteri 
V. Parahaemolyticus (Dokumentasi pribadi, 2021). 
 
 
Berdasarkan hasil pengamatan zona hambat atau zona bening pada uji daya 
hambat didapatkan hasil bahwa uji ekstrak daun nangka (A. heterophyllus) 
terhadap bakteri V. parahaemolyticus menunjukkan zona hambat atau zona 
bening di sekitar kertas cakram yang telah direndam dengan perlakuan dosis yang 
sudah ditentukan, sehingga dapat disimpulkan bahwa ditandainya zona bening 
atau tidak terdapat pertumbuhan bakteri pada cawan petri. 
Zona hambat bakteri umumnya mengacu pada standar antibiotik yang 
umumnya digunakan sebagai kontrol positif. Apabila zona bening yang terbentuk 
berkisar 20 mm atau lebih, maka hal tersebut dapat diindikasikan bahwa antibiotik 
tersebut memiliki kekuatan dengan kategori sangat kuat. Aktivitas zona hambat 
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dapat dikelompokkan menjadi empat kategori. Yaitu aktivitas lemah dengan zona 
<5mm, aktivitas sedang dengan zona 5-10mm, aktivitas kuat dengan zona 10-
20mm sedangkan aktivitas sangat kuat dengan zona >20 mm (Morales, et al., 
2003).  Adapun klasifikasi respon daya hambat ditujukan pada Tabel 4. 
Tabel 4. Klasifikasi Respon Daya Hambat 
Diameter Zona Hambat (mm) Daya Hambat Pertumbuhan 
>20 Sangat Kuat 
10 –20 Kuat 
5 –10 Sedang 
<5 Lemah 
Sumber: Mahmudah dan Atun (2017) 
Pengukuran diameter zona bening pada kertas cakram yang telah diberikan 
ekstrak daun nangka menggunakan jangka sorong digital (mm), data disajikan 
pada Tabel 5. Perlakuan 5 dosis (25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm dan 125 
ppm). Penggunaan 2 kontrol baik kontrol positif yang menggunakan antibiotik 
chlorampenicol 30 ppm maupun kontrol negatif tanpa dosis merupakan variabel 
bebas dari penelitian ini. Penggunaan antibiotik chloramphenicol 30 ppm dipilih 
berdasarkan penelitian sensitifitas antibiotik yang diujikan terhadap strain V. 
parahaemolyticus dan dilakukan oleh Kusmarwati, et al. (2017), menjelaskan 
bahwasanya antibiotik dengan jenis chloramphenicol dengan dosis 30 µg/mL 
memiliki kepekaan yang sensitif terhadap bakteri V. parahaemolyticus. Hasil ini 
serupa dengan Letchumanan, et al. (2015), yang melaporkan 95% dari isolat V. 
parahaemolyticus sangat sensitif terhadap kloramfenikol, gentamisin (85%) dan 
tetrasiklin (82%). Sementara Rodrigues de Melo, et al. (2011), menyebutkan strain 
V. parahaemolyticus dari sampel udang tambak sensitif terhadap kloramfenikol. 
Penggunaan antibiotik dengan jenis chloramphenicol memiliki tipe bakteriostatik 
yang mempunyai mekanisme dalam mencegah bakteri tersebut melakukan 
biosintesis protein. Tingkat pengaruh antibakteri tanaman daun nangka dapat 
ditentukan oleh beberapa faktor. Ngajow, et al. (2013) menyatakan bahwa faktor-
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faktor yang dapat mempengaruhi daya antibakteri suatu bahan adalah konsentrasi 
bahan, jumlah dan jenis bakteri yang diuji. Selain itu karena faktor lain misalnya, 
kesalahan pada prosedur penelitian, bakteri uji, dan daun nangka itu sendiri. 
Kesalahan pada prosedur penelitian yang dimaksud misalnya, sterilisasi alat yang 
kurang baik dan kontaminasi oleh bahan lain seperti fenol, HgCl2, kalium 
permanganat, dan antiseptikum lainnya. 
Tabel 5. Data Hasil Rerata Zona Hambat Ekstrak Kasar Daun Nangka (mm) 
Perlakuan 
Ulangan (mm) Total 
(mm) 
Rerata ± STDEV 
(mm) 1 2 3 
A (25 ppm) 8.49 7.41 7.97 23.87 7,96 ± 0,54 
B (50 ppm) 8.79 7.8 8.54 25.13 8,38 ± 0,51 
C (75 ppm) 9.02 8.97 8.57 26.56 8,85 ± 0,25 
D (100 ppm) 9.43 9.26 8.84 27.53 9,18 ± 0,30 
E (125 ppm) 9.67 9.57 9.84 29.08 9,69 ± 0,14 
Total 132.17  
 
Hasil perhitungan rerata zona bening yang didapatkan pada penelitian mulai 
dari perlakuan A (25 ppm) sebesar 7,96 ± 0,54 mm, B (50 ppm) sebesar 8,38 ± 
0,51 mm, C (75 ppm) sebesar 8,85 ± 0,25 mm, D (100 ppm) sebesar 9,18 ± 0,30 
mm, E (125 ppm) sebesar 9,69 ± 0,14 mm. Pada perlakuan A (25 ppm), B (50 
ppm), C (75 ppm), D (100 ppm) dan E (125 ppm) tergolong “sedang” karena zona 
bening yang dihasilkan 5-10 mm. Rerata zona hambat yang terbentuk dari ekstrak 
daun nangka terhadap bakteri V. parahaemolyticus tertinggi pada perlakuan 
dengan konsentrasi perlakuan E (125 ppm) dengan rerata sebesar 9,69 ± 0,14 
mm. Hasil terendah yaitu pada perlakuan dengan konsentrasi A (25 ppm) dengan 
rerata 7,96 ± 0,54 mm. Hal ini menunjukkan ekstrak kasar daun nangka bersifat 
bakteriostatik terhadap bakteri V. parahaemolyticus. 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 
penggunaan daun nangka memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan bakteri dan 
perhitungan diameter ini dilanjutkan dengan analisa sidik ragam guna mengetahui 
41 
 
besar pengaruh ekstrak daun nangka terhadap zona bening V. parahaemolyticus 
yang ditampilkan pada Tabel 6 sedangkan uji Beda Nyata Terkecil (Uji BNT) dipilih 
pada tahap selanjutnya untuk mengetahui lebih spesifik mengenai perlakuan yang 
paling berpengaruh dengan cara pemberian notasi pada setiap perlakuan. 
Tabel 6. Hasil Analisa Sidik Ragam Zona Hambat Ekstrak Kasar Daun Nangka 
Sumber 
Keragaman 
Db JK KT 
F. 
Hitung 
F 5% F 1% 
Perlakuan 4 5.50 1.37 9.4** 3,48 5,99 
Acak 10 1.46 0.15    
Total 14  
Keterangan: 
**) Berbeda Sangat Nyata 
 
Hasil dari perhitungan sidik ragam menunjukan bahwa pemberian ekstrak 
daun nangka dalam menghambat pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus 
memberikan pengaruh berbeda nyata. Hal tersebut dikarenakan nilai F hitung (9,4) 
lebih besar dibandingkan nilai F tabel 5% (3,48) dan nilai F tabel 1% (5,99). Maka 
kesimpulannya adalah terhadap H0 ditolak sedangkan H1 diterima yang berarti 
perlakuan memberikan pengaruh nyata, kemudian dilanjutkan dengan Uji Beda 
Nyata Terkecil (BNT) yang digunakan untuk mengetahui perbedaan rata-rata 
pengaruh antar perlakuan. Hasil Uji BNT dapat dilihat pada Tabel 7 sebagai 
berikut: 
Tabel 7. Hasil Uji BNT Zona Hambat Ekstrak Kasar Daun Nangka 
Perlakuan Rerata 
A B C D E 
Notasi 
7.96 8.38 8.85 9.18 9.69 
A 7.96      a 
B 8.38 0,42 ns     ab 
C 8.85 0,89 * 0,56 ns    bc 
D 9.18 1,22 ** 0,8 * 0,2 ns   cd 
E 9.69 1,73 ** 1,31 ** 0,84 * 0,51 ns  d 
Ket: 
(ns) Tidak Berbeda Nyata 
(*)    Berbeda Nyata  




 Berdasakan hasil Uji BNT pada Tabel 7, dapat diketahui bahwa perlakuan 
B berbeda nyata, namun masih dipengaruhi oleh perlakuan A (maka diberi notasi 
ab). Perlakuan C berbeda nyata, namun masih dipengaruhi oleh perlakuan B 
(maka diberi notasi bc). Perlakuan D berbeda nyata, namun masih dipengaruhi 
oleh perlakuan C (maka diberi notasi cd). Perlakuan E berbeda nyata, namun 
masih dipengaruhi oleh perlakuan D (maka diberi notasi d). Seluruh perlakuan 
masih dipengaruhi oleh perlakuan sebelumnya. Perlakuan tertinggi didapatkan 
pada Perlakuan E dengan dosis 125 ppm, dan perlakuan terendah didapatkan 
pada Perlakuan A dengan dosis 25 ppm. Langkah selanjutnya dilakukan  
persamaan regresi Polynomial Orthogonal untuk mengetahui hubungan antar 




Gambar 9. Grafik Hubungan antara Dosis dengan Zona Hambat (mm) 
 
 
Berdasarkan hasil pada Gambar 9, menunjukkan bahwa pada grafik 
tersebut bersifat lurus (linier) dan cenderung mengalami peningkatan (naik) dari 
dosis 25 ppm sampai 125 ppm dengan nilai tertinggi pada dosis 125 ppm. Grafik 
tersebut memiliki persamaan regresi dengan nilai y = 0,0171x+7,5293 dan nilai 
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determinasi (R2) = 0,7877 yang menunjukkan bahwa ekstrak kasar daun nangka 
memiliki pengaruh antibakteri sebesar 78% dengan 22% sisanya mendapat 
pengaruh dari variabel luar. Perhitungan analisa data dilampirkan pada Lampiran 
8. Hal ini menjelaskan bahwasanya semakin tinggi pemberian dosis (ppm) ekstrak 
kasar daun nangka, maka semakin besar (luas pula) diameter zona hambat yang 
dihasilkan pada sekitar kertas cakram.  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Maftuch, et al (2018), pemberian dosis 
perlakuan terhadap diameter zona bening menunjukkan hasil linier dengan 
persamaan regresi y = 9,2067 + 0,0509x dan koefisien R2 = 0,9262. Hasil tersebut 
menunjukkan adanya kerataan hubungan antara dosis dengan zona hambat. Zona 
bening di sekitar kertas cakram menunjukkan zona hambat pada baktei. Semakin 
tinggi dosis ekstrak yang diberikan maka semakin luas pula zona bening yang 
dihasilkan. Penelitian lain juga dilakukan oleh Tampemawa, et al (2016), 
pemberian ekstrak daun ketapang terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus 
amyloliquefaciens memberikan hasil berbeda pada tiap konsentrasi yang berbeda 
pula. Zona bening disekitar kertas cakram menunjukan adanya daya hambat 
terhadap bakteri tersebut. Pemberian konsentrasi yang semakin tinggi 
menghasilkan zona bening yang semakin luas pula. Fajriani, et al. (2018), 
menjelaskan bahwa ukuran diameter daya hambat dari adanya aktivitas antibakteri 
dapat terjadi karena beberapa hal. Hal tersebut ialah jenis bakteri uji (gram positif 
atau gram negatif) dengan perbedaan dinding sel, tingkat kandungan senyawa 
antibakteri dan kepadatan bakteri. Selain hal tersebut, besar kecil ukuran diameter 
zona hambat juga ditentukan berdasarkan tingkat sensitifitas bakteri terhadap zat 
antibakteri. Semakin sensitif bakteri maka diameter zona hambat yang dihasilkan 
akan semakin besar.  
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Kandungan senyawa aktif yang dalam tanaman daun nangka turut berperan 
dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Semakin baik dan semakin tinggi 
senyawa aktif maka semakin besar mekanisme antibakteri yang dihasilkan 
terhadap pertumbuhan bakteri. Hasil uji fitokimia yang telah dilakukan di UPT 
Laboratorium Herbal Materia Medica menunjukkan bahwa ekstrak daun nangka 
dengan pelarut etanol didapatkan hasil positif terhadap senyawa alkaloid, 
flavonoid, saponin, dan tanin. Hal ini sesuai dengan pernyataan Darmawati, et al. 
(2015), berdasarkan hasil skrining fitokimia daun nangka yang telah dilakukan 
ditemukan hasil positif senyawa aktif alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin. 
Flavonoid merupakan senyawa fenol yang dimiliki oleh sebagian besar tumbuhan 
hijau. Senyawa tersebut dikenal memiliki fungsi sebagai antioksidan, antiinflamasi, 
antifungi, antiviral, antikanker dan antibakteri.  
Senyawa Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri dengan 
mekanisme mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, 
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebab-kan 
kematian sel tersebut (Tjandra, et al., 2020). Senyawa Flavonoid memiliki manfaat 
dalam mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak membran sel bakteri tanpa 
dapat diperbaiki lagi. Senyawa Saponin akan merusak membran sitoplasma dan 
membunuh sel bakteri (Hamzah, et al., 2013). Senyawa Tanin dapat merusak 
membran sel bakteri, menginduksi pembentukan kompleks senyawa ikatan 
terhadap enzim atau substrat mikroba dan pembentukan suatu kompleks ikatan 
tanin dengan ion logam dapat menambah daya toksisitasnya (Trijayanti, et al., 
2019). Senyawa yang terkandung di dalam daun nangka memiliki aktivitas 
menghambat pertumbuhan bakteri yang dapat menginfeksi kulit. Hasil uji fitokimia 
tanaman daun nangka disajikan pada Lampiran 4.  
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Penelitian ini menggunakan ektrak kasar tanaman daun nangka. Hasil dari 
penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak tanaman daun nangka memiliki aktivitas 
antibakteri. Senyawa-senyawa yang terkandung dalam tanaman daun nangka 
dapat berfungsi sebagai antibakteri. Uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak 
tanaman daun nangka mengandung senyawa alkaloid paling tinggi diikuti oleh 
senyawa lainnya seperti flavonoid, saponin dan tanin. Pada penelitian yang 
dilakukan oleh Amadi, et al. (2018), menyatakan bahwa daun nangka 
mengandung senyawa tertinggi yaitu alkaloid dengan nilai sebesar 12,43±0,08 
mg/100g dan senyawa terendah yaitu tanin dengan nilai sebesar 0,07±0,01 
mg/100g.  
 Alkaloid adalah bahan organik yang mengandung nitrogen sebagai bagian 
dari sistem heterosiklik. Alkaloid memiliki aktivitas hipoglikemik (Utami, et al., 
2015). Alkaloid selain memiliki aktivitas antibakteri dengan cara merusak 
permeabilitas dinding sel sehingga menyebabkan kerusakan dinding sel dan 
menggangu proses metabolisme sel. Kerusakan yang terjadi pada sel bakteri 
dapat menyebabkan terhambatnya pertumbuhan bahkan kematian. Kandungan 
flavonoid pada ekstrak etanol daun nangka (A. heterophyllus Lamk) memiliki sifat 
antibakteri dengan cara menghambat sintesis asam nukleat, merusak membram 
sitoplasma bakteri, serta menghambat metabolisme energi pada bakteri. 
Mekanisme antibakteri flavonoid pada membran sitoplasma yaitu, ion H+ akan 
menyerang gugus fosfat sehingga molekul fosfolipida akan terurai menjadi gliserol 
dan asam fosfat. Hal ini mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan 
bentuk membran sitoplasma menyebabkan keluarnya metabolit penting sehingga 
pertumbuhan bakteri akan terhambat (Siahaan, et al., 2019). Mekanisme kerja 
senyawa saponin sebagai antibakteri adalah menurunkan tegangan permukaan 
sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan 
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mengakibatkan senyawa interseluler akan keluar berdifusi melalui membran luar 
dan dinding sel yang rentan kemudian mengikat membran sitoplasma sehingga 
mengganggu dan mengurangi kestabilan membran sel. Hal ini menyebabkan 
sitoplasma bocor keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel bakteri (Nuria, 
et al., 2009). Tanin merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui 
mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai antidiare, anti bakteri dan antioksidan. 
Senyawa tanin merupakan komponen zat organik yang bersifat sangat kompleks, 
terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, 
mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut 
(Desmiaty, et al., 2008). 
 
4.3 Parameter penunjang 
Parameter penunjang yang digunakan adalah suhu inkubator yang 
digunakan pada saat penelitian berlangsung. Hal ini dilakukan untuk dapat 
mengetahui optimal bakteri V. parahaemolyticus dapat tumbuh pada saat 
dilakukan inkubasi. Suhu yang digunakan selama proses inkubasi adalah berkisar 
antara 34ºC - 35ºC. Bakteri V. parahaemolyticus yang berhasil tumbuh akan 
membuat media cair TSB menjadi keruh dan pada media padat TCBS tedapat 
koloni yang berwarna hijau.  
Bakteri ini memiliki kisaran suhu inkubasi yang bervariasi antara 30-35ºC. 
Hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Jones (2014), terhadap 
bakteri V. parahaemolyticus yang dapat tumbuh dalam berbagai konsentrasi 
salinitas pada kisaran 20–25 ppt dan suhu 30–35°C dan merupakan kondisi 
pertumbuhan optimal pada saat dilakukan proses inkubasi. Hal tersebut dikuatkan 
dengan pernyataan dari Soto-Rodriguez, et al. (2019), yang menyatakan selain 
rentan suhu diatas, bakteri juga memiliki kisaran suhu yang tidaklah jauh dari suhu 
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habitat nya dan bersifat optimum pada pertumbuhannya saat diletakkan pada 





BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan 
 
Berdasarkan hasil penelitian pengaruh pemberian ekstrak kasar daun 
nangka (A. heterophyllus) terhadap bakteri V. Parahaemolyticus dapat 
disimpulkan bahwa ekstrak kasar daun nangka mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri V. Parahaemolyticus atau bersifat bakteriostatik dengan 




Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan bahwa pemberian ekstrak 
kasar daun nangka (A. heterophyllus) sebagai bahan alternatif alami dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri V. Parahaemolyticus dengan dosis optimal 
yaitu 125 ppm, selanjutnya disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut 
secara in vivo untuk mengetahui keefektifan bahan aktif yang terkandung dalam 
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Lampiran 1. Dokumentasi Alat Penelitian 
   
Autoclave Beaker glass 1.000 ml Blender 
   
Blue tip Bola hisap Disposable plastic cup 
   




Lampiran 1. (Lanjutan) 
   
Colony counter Destruktor (autoklaf kotor) Erlenmeyer 500 ml 
   
Evaporator Gelas ukur 100 ml Hot plate 
   





Lampiran 1. (Lanjutan) 
   
Kulkas Mikroskop LAF (Laminary Air Flow) 
   
Mikropipet 100-1.000 μl Mikropipet 10-100 μl Mikropipet 100 μl 
   
Pipet Tetes Pipet Volume Object glass 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
   
Pinset White tip Yellow tip 
   
Rak tabung reaksi Spatula Sprayer 
   
Stopwatch Tabung reaksi Timbangan analitik 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 
   








Lampiran 2. Dokumentasi Bahan Penelitian  
  
 






Isolat bakteri V. 
parahaemolyticus 
DMSO 10% 
   
 
Ekstrak Kasar Daun 
Nangka 





Lampiran 2. (Lanjutan)  
   
 




Kertas Cakram (paper 
disc) 

























Citrate Bilesalt Sucrosa 
Agar) 


















Lampiran 5. Kegiatan Penelitian 




1. Tanaman nangka dipetik hanya 
pada bagian daun 
 2. Daun nangka di keringkan 







4. Serbuk ditimbang sebanyak 400 
gram 
 3. Daun dihaluskan dengan blender 







5. Serbuk kemudian dimasukkan 
kedalam toples kaca 










8. Hasil maserasi disaring  7. Toples dilapisi dengan aluminium 












Lampiran 5. (Lanjutan) 




1. Ditimbang TCBSA sebanyak 
18,48 gram dan NaCl sebanyak 0,42 
gram  
 2. TCBSA + NaCl dimasukkan ke 
erlenmeyer ditambahkan 21 ml 







4. Media yang sudah siap dituang ke 
3 tabung reaksi sebanyak 7 ml 
 3. Media dipanaskan diatas hotplate 







5. Tabung reaksi yang berisi media 
ditutup kapas, aluminium foil dan 
plastik warp kemudian dimiringkan 
 6. Bakteri V. parahemolyticus 
digoreskan dengan menggunakan 















Lampiran 5. (Lanjutan) 




1. Ditimbang TSB sebanyak 0,42 
gram + 0,28 gram untuk NaCl 2% 
 2. TSB + NaCl dimasukkan ke 
erlenmeyer ditambahkan 14 ml 







4. Media cair ditanam dengan 1 ose 
bakteri yang diambil dari tabung 
isolat 







5. Bakteri diinkubasi selama 18-24 
jam 




Lampiran 5. (Lanjutan) 




1. Ditimbang pasta hasil maserasi 
sesuai dengan kebutuhan stok 







4. Ditambahkan Aquadest dan 
divortex kembali 





Lampiran 5. (Lanjutan) 




1. Timbang media TCBSA seberat 
28,48 NaCl sebanyak 6,47 gram 
 2. Ditambahkan Aquadest steril 







4. Media dituang pada cawan petri 
yang sudah steril dan ditunggu 
selama 18-24 jam hingga 
membentuk agar 
 3. Media yang sudah homogen, 







5. Diambil sebanyak 1 µl bakteri dari 
hasil pengenceran 










8. Diambil kertas cakram dengan 
pinset dan diletakkan di atas media 
yang sudah ditanami bakteri 
 7. Kertas cakram direndam selama 








9. Cawan ditutup dengan plastik 
warp  







12. Dilakukan pengukuran dengan 
menggunakan jangka sorong digital 
pada zona hambat  
 11. Dilakukan pengamatan pada 24 





Lampiran 6. Hasil Uji Cakram Ekstrak Daun Nangka (A. heterophyllus) 
 
 Perlakuan Dosis 25 ppm (A) 
   
A1 A2 A3 
 
 Perlakuan Dosis 50 ppm (B) 
 
  
B1 B2 B3 
 
 Perlakuan Dosis 75 ppm (C) 
   








Lampiran 6. (Lanjutan) 
 
 Perlakuan Dosis 100 ppm (D) 
   
D1 D2 D3 
 
 Perlakuan Dosis 125 ppm (E) 
   
E1 E2 E3 
 
 Kontrol Negatif  
   
K-1 K-2 K-3 
 
 Kontrol Positif 
   




Lampiran 7. Perhitungan Dosis Ekstrak Daun Nangka (A. heterophyllus) 
 
Adapun pelarut ekstrak daun nangka ini menggunakan DMSO 100% yang 
diencerkan dengan perhitungan dosis yang digunakan adalah sebagai berikut : 
a. Dosis 1000 ppm (Dosis Stok untuk 25 – 125 ppm) 
1.000 ppm  = 
10 mg ekstrak kasar




1.000 ppm  = 
1.000 mg
1.000 ml 
 x 10 ml = 10 mg 
 
DMSO 10%  = 
10 
100 
 x 10 ml = 1 ml  
Aquadest      = 10 ml – 1 ml (DMSO 10%) = 9 ml 
  
b. Dosis 0 ppm 
Dosis ini merupakan dosis perlakuan tanpa ekstrak kasar daun nangka  
c. Dosis 25 ppm (A) 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 25 = V2 X 1.000 
V2 = 0,05 ml 
Aquadest = 2 – 0,05 = 1,95 ml 
 
d. Dosis 50 ppm (B) 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 50 = V2 X 1.000 
V2 = 0,1 ml 
Aquadest = 2 - 0,01 = 1,9 ml 
 
e. Dosis 75 ppm (C) 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 75 = V2 X 1.000 
V2 = 0,15 ml 
Aquadest = 2 - 0,15 = 1,85 ml 
 
f. Dosis 100 ppm (D) 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 100 = V2 X 1.000 
V2 = 0,2 ml 




Lampiran 7. (Lanjutan) 
 
g. Dosis 125 ppm (E) 
V1 X N1 = V2 X N2 
2 X 125 = V2 X 1.000 
V2 = 0,25 ml 
Aquadest = 2 - 0,25 = 1,75 ml 
 
 
h. Dosis Kontrol Positif Antibiotik Chloramphenicol 30 ppm 







Lampiran 8. Rancangan Percobaan Antibakteri Ekstrak Kasar Daun Nangka 
Terhadap Bakteri V. parahaemolyticus 




Ulangan (mm) Total 
(mm) 
 
Rerata ± STDEV 
(mm) 
1 2 3 
A (25 ppm) 8.49 7.41 7.97 23.87 7,43 ± 0,59 
B (50 ppm) 8.79 7.8 8.54 25.13 7,81 ± 0,88 
C (75 ppm) 9.02 8.97 8.57 26.56 8,19 ± 0,36 
D (100 ppm) 9.43 9.26 8.84 27.53 8,93 ± 0,53 
E (125 ppm) 9.67 9.57 9.84 29.08 9,34 ± 0,66 














 Jumlah Kuadrat (JK Total)  = ∑xij2 – FK 
= (A12 + A22 + A32 + … + E32) – FK 
 = (8,492 + 7,412 + 7,972 + .... 9,842) – 
1164,59   
 = 1171,55 - 1164,59   
 = 6,95 
 
 Jumlah Kuadrat (JK Perlakuan) = 
 ∑(∑xi)2
r








 - 1164,59 
= 5,50 
 
 Jumlah Kuadrat (JK Acak)  = JK Total – JK Perlakuan 
= 6,95 – 5,50 
= 1,46 
 
 db Total     = (n x r) – 1 
= (5 x 3) – 1 
= 14 
 
 db Perlakuan   = n -1 
= 5 – 1 
= 4 
 
 db Galat    = db Total - db Perlakuan  




Lampiran 8. (Lanjutan) 
 
 Tabel Analisa Sidik Ragam 
Sumber 
Keragaman 






Perlakuan 4 5,50 1,37 9,4 3,48 5,99 ** Sangat  
Acak 10 1,46 0,15      Berbeda  
Total 14       Nyata 
  
Berdasarkan hasil analisa sidik ragam di atas menunjukkan bahwa nilai 
F hitung (9,4) lebih besar dari F tabel 5% yaitu 3,48 dan F tabel 1% yaitu 5,99 
maka dilakukan uji nilai tengah (rata-rata) antar perlakuan atau disebut dengan 
Uji Beda Nyata Terkecil (BNT). 
Perhiitungan :  
 SED =√
2 x KT Acak
Ulangan (r)




  = 0,31 
 BNT 5% = t tabel 5% (db acak) xSED 
= 2,22814 x 0,31 = 0,69 
 BNT 1% = t tabel 1% (db acak) xSED 
= 3,106 x 0,31 = 0,97 
 Tabel Anova Uji Beda Nyata Terkecil (Uji BNT) 
 
Perlakuan Rerata 
A B C D E 
Notasi 
7.96 8.38 8.85 9.18 9.69 
A 7.96      a 
B 8.38 0,42 ns     ab 
C 8.85 0,89 * 0,56 ns    bc 
D 9.18 1,22** 0,8 * 0,2 ns   cd 
E 9.69 1,73 ** 1,31** 0,84* 0,51 ns  d 
 
Keterangan : 
ns : Tidak berbeda nyata 
* : Berbeda nyata 
** : Berbeda sangat nyata
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
 
 Tabel Uji Polynomial Orthogonal  
 
Perlakuan Total (Ti) 
Perbandingan (Ci) 
Linier Kuadratik Kubik Kuartik 
A 23.87 -2 2 -1 1 
B 25.13 -1 -1 2 -4 
C 26.56 0 -2 0 6 
D 27.53 1 -1 -2 -4 
E 29.08 2 2 1 1 
Q= Σ(ci*Ti)  12.82 0.12 0.41 1.67 
Hasil Kuadrat  10 14 10 70 
Kr= (Σci^2)*r  30 42 30 210 
JK=Q^2/Kr  5.48 0.0003 0.0056 0.0133 
 
JK Regresi  = 5,48 
 




db JK KT 
F. 
Hitung 
F 5% F 1% 
Perlakuan 4 5.48   3.48 5.99 
Linier 1 5.48 5.48 37.60 **  
Kuadratik 1 0.0003 0.0003 0.0024 ns  
Kubik 1 0.0056 0.0056 0.0385 ns  
Kuartik 1 0.0133 0.0133 0.0912 ns  
Acak 10 1.4569 0.14569 1 ns  
Total 14 12.43     
 
Keterangan: 
* = Berbeda nyata 
** = Berbeda sangat nyata  
ns = Tidak berbeda nyata 
 
Perhitungan: 






 = 5,48 
 






 = 0,0003 
 






 = 0,0056 
 






 = 0,0133 
 






 = 0,14569 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
 






 = 37,60 
 






 = 0,0024 
 






 = 0,0385 
 






 = 0,0912 
 






 = 0,790 
 






 = 0,00024 
 








Berdasarkan perhitungan di atas didapatkan hasil F hitung linier sangat 
berbeda nyata, hal ini dibuktikan dengan nilai F hitung regresi linier yang bernilai 
37,60 lebih besar dibandingkan dengan nilai regresi kuadratik dan nilai regresi 
kubik yaitu sebesar 0,10 dan 0,08 (kurva linier) dan menghitung persamaan linier. 
 Tabel Persamaan Linier 
 X Y XY X^2 
 25 8.49 212.25 625 
 25 7.41 185.25 625 
 25 7.97 199.25 625 
 50 8.79 439.5 2500 
 50 7.8 390 2500 
 50 8.54 427 2500 
 75 9.02 676.5 5625 
 75 8.97 672.75 5625 
 75 8.57 642.75 5625 
 100 9.43 943 10000 
 100 9.26 926 10000 
 100 8.84 884 10000 
 125 9.67 1208.75 15625 
 125 9.57 1196.25 15625 
 125 9.84 1230 15625 
Jumlah 1125 132.17 10233.25 103125 
Rata - Rata 75 8.81   
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Lampiran 8. (Lanjutan) 
Perhitungan : 
 b1 = 
















 b0 = ẏ - b1 ẋ  
= 8,81 – (0,01709 x 75) 
= 7,53 
 Persamaan Linier  (y = b0 + b1 x ) 
y  =  b0 + b1 x 
 = 7,53 + 0,01709x  












 = 0,887 
 
 Grafik Hubungan Zona Hambat Aktifitas Antikbakteri Ekstrak Kasar Daun 
Nangka (A. heterophyllus) Terhadap Bakteri V. parahaemolyticus 
 
 






















GRAFIK ZONA HAMBAT 
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Lampiran 9. Data Pengamatan Zona Hambat Ekstrak Daun Nangka 
 
 DATA 24 JAM 
Dosis A (25 ppm) B (50 ppm) C (75 ppm) 
Perlakuan A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 
  8,2 7,34 7,52 8,46 7,35 8,21 8,72 8,39 8,17 
  8,78 7,48 8,42 9,12 8,25 8,87 9,32 9,55 8,97 
Hasil 16,98 14,82 15,94 17,58 15,6 17,08 18,04 17,94 17,14 
Rata – Rata 8,49 7,41 7,97 8,79 7,8 8,54 9,02 8,97 8,57 
 
Dosis D (100 ppm) E (125 ppm) 
Perlakuan D1 D2 D3 E1 E2 E3 
  9,13 8,87 8,43 9,32 9,17 9,65 
  9,73 9,65 9,35 10,02 9,97 10,03 
Hasil 18,86 18,52 17,68 19,34 19,14 19,68 
Rata – Rata 9,43 9,26 8,84 9,67 9,57 9,84 
 
 DATA 48 JAM 
Dosis A (25 ppm) B (50 ppm) C (75 ppm) 
Perlakuan A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 
  7,84 6,30 6,43 7,32 6,17 7,19 7,84 6,98 7,25 
  6,72 6,74 6,54 7,68 6,31 7,51 8,46 7,06 7,89 
Hasil 14,56 13,04 13,94 15,00 12,48 14,70 16,30 14,04 15,14 
Rata – Rata 7,28 6,52 6,97 7,50 6,24 7,35 8,15 7,02 7,57 
 
Dosis D (100 ppm) E (125 ppm) 
Perlakuan D1 D2 D3 E1 E2 E3 
  7,94 8,21 8,08 8,95 8,51 8,02 
  8,52 8,43 8,16 8,89 8,91 8,30 
Hasil 16,46 16,64 16,24 17,84 17,42 16,32 
Rata – Rata 8,23 8,32 8,12 8,92 8,71 8,16 
 
 
 
 
 
